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“Cada sonho que você deixar para trás é um pedaço  
do futuro que deixa de existir” 
 
Steve Jobs 
RESUMO 
O tabaco e o álcool são considerados os mais graves causadores evitáveis de 
doenças e mortes prematuras da história da humanidade. Além desses vícios, 
outras formas de agressão, a exemplo o diabetes, podem também prejudicar 
diferentes tecidos e órgãos. A literatura científica mostra danos em diferentes 
partes do sistema digestivo em decorrência destes fatores, contudo, em 
relação a parede abdominal, mais especificamente na região inguinal, ainda 
não foram encontrados elementos suficientes para determinar se a exposição a 
diferentes agentes agressores poderia levar a alterações fenotípicas em 
tecidos de suporte relacionados às hérnias inguinais indiretas. Assim, 
conhecida a importância da parede abdominal e da região inguinal na 
manutenção estrutural dos órgãos intra abdominais. O objetivo do presente 
estudo foi avaliar a quantidade colágeno presente no músculo cremaster, 
principal músculo que ocupa o canal inguinal, envolvendo os elementos do 
cordão como uma cinta, em pacientes com hérnias indiretas, enfocando efeito 
destes agentes agressores nesta condição de doença. O estudo utilizou 15 
pacientes portadores de hérnia inguinal indireta divididos em 3 grupos 
experimentais: grupo 1 com 5 indivíduos sem outras comorbidades (controle), 
grupo 2 com 5 indivíduos expostos ativamente a fumaça de cigarro e ou 
alcoolistas  e grupo 3 com 5 indivíduos que apresentam diabetes mellitus. 
Todos pacientes receberam as mesmas condições pré, trans e pós-operatórias, 
visando o reparo da região herniária. Todos os procedimentos foram realizados 
de acordo com os princípios éticos aplicados em estudos de seres humanos 
entre janeiro e novembro de 2015 . Durante o procedimento cirúrgico, amostras 
do músculo cremaster foram coletadas para análises em microscopia de luz 
polarizada e de morfometria. Os resultados mostraram que a área ocupada 
pelo tecido conjuntivo foi maior no grupo 2 e 3 quando comparado com os 
indivíduos  com hérnias indireta e sem outra comorbidade. O tecido colágeno 
ocupou a maior parte das amostras analisadas, quando comparado com a área 
ocupada pelas células musculares. Assim, pode-se concluir que o tabaco e o 
álcool podem estar promovendo uma remodelação neste tecido de suporte 
inguinal, assim como o diabetes mellitus, levando a uma perda de suporte ou 
alteração estrutural nesta região, podendo intensificar as ocorrências e os 
danos relacionados a estas hérnias inguinais indiretas. 
 
Palavras chave: Etanol, Alcoolismo, Hérnia Inguinal, Colágeno, Tabagismo, 
Diabete Mellitus.  
ABSTRACT 
Tobacco and alcohol are considered the most severe avoidable causing of 
illness and premature death of the history of humankind.  Beside those 
addictions, other forms of aggression, such as diabetes, can also damage 
different types of tissues and organs. The scientific literature shows damages in 
distinct parts of Digestive System due to these factors, nevertheless, in relation 
to the abdominal wall, more specific in inguinal zone, enough elements were not 
found yet to define if the exposure to different aggressors could lead to 
phenotypic changes in support tissues related to indirect inguinal hernias. 
Therefore, known the importance of abdominal wall and inguinal region in 
structural maintenance of intra-abdominal organs, the goal of the present study 
was to evaluate amount the collagen in muscular fibers of the cremaster 
muscle, the main muscle that occupies the inguinal canal, running like a belt to 
the elements of the spermatic cord, in patients with indirect hernia, focusing the 
effect of these aggressors in this illness condition. This study used 15 patients 
with indirect inguinal hernia divided into 3 experimental groups : group 1 with 5 
subjects without order comorbidities ( control), group 2 with 5 subjects actively 
exposed to cigarette smoke and / or alcoholics and group 3 with 5 subjects 
presenting diabetes mellitus. All subjects received, during the experimental 
period, the same pre, trans and post-operatory conditions, aiming the inguinal 
zone repair. All procedures were fulfilled according to the ethical principals of 
experimentation in human beings, between January and November of 2015. 
During the surgical procedure, cremaster muscle samples were collected to 
analysis in polarized light microscopy and morphometry. The results showed 
that the occupied area by conjunctive tissue was larger on group II and III when 
compared with individuals with indirect hernias and without others comorbidity. 
Collagen tissue held the most part of the analyzed samples, when compared to 
occupied area by muscle cells. Therefore, it can be conclude that alcohol and 
tobacco can promote a reshuffle in this support inguinal tissue, as well as with 
diabetes mellitus, leading to a loss of support or structural change in this zone, 
may intensify the occurrences and damages related to these indirect inguinal 
hernias. 
 
Keywords: Ethanol, Alcoholism, Inguinal hernia, Collagen, Tobacco Use 
Disorder, Diabetes Mellitus.
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1. INTRODUÇÃO 
1.1 COLÁGENO 
O tecido conjuntivo é composto por 3 grupos de proteínas extracelulares. Os 
proteoglicans; as glicoproteínas e o colágeno. Os proteoglicans têm função em 
regular a estrutura e a permeabilidade dos tecidos. As glicoproteínas agem nas 
interações entre as células. O colágeno é o maior responsável pela matriz 
estrutural e suporte do tecido conectivo. Entre os vertebrados e invertebrados 
existem em torno de 28 tipos de colágeno conhecidos, designados por 
algarismos romanos (I – XXVIII), descritos em ordem cronológica de seu 
descobrimento(78). A quantidade tipo de colágeno varia de acordo com o 
tecido. O colágeno do tipo I está presente na maioria das estruturas dos 
tendões, ligamentos e fibras musculares estriadas (como as do músculo 
cremaster)(1). 
 
 
 
 
FIGURA 1 Microscopia eletrônica de dois fibroblastos com fibrilas colágenas (FC) 
depositadas entre eles.  http://www.ufrgs.br/livrodehisto/pdfs/3Conjunt.pdf 
 
. 
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1.2 TABACO E ÁLCOOL 
O uso excessivo de álcool está relacionado a problemas sociais, acidentes, 
agressões, dor, sofrimento e mortalidade, infligindo uma dura sanção a 
sociedade e se tornando um problema de saúde pública (2). 
O álcool é uma substancia psicoativa capaz de causar dependência e seu 
consumo é um dos principais fatores de risco para doenças, incapacidade e 
morte entre homens e mulheres jovens e de meia idade em muitos países, 
associado a mais de 200 doenças e condições de lesão  e com 2,3 milhões de 
mortes atribuídas globalmente em 2015.(3,4) 
A Ásia é o mercado de álcool que mais cresce representando mais de 30% das 
vendas globais de álcool em 2014, com um crescimento geral estimado de 
176% de 2000 a 2019. A China e a Índia lideram o crescimento com taxas de 
382% e 1245% respectivamente.(5) As empresas de bebidas alcoólicas se 
concentram no consumo de jovens porque querem estabelecer hábitos de 
consumo que serão levados adiante e até mesmo expandidos na meia- idade. 
Além disso, o consumo excessivo de álcool é mais comum entre os jovens em 
comparação com grupos etários mais velhos. No ocidente, a situação está um 
pouco mais controlada, mediante campanhas governamentais, mas não menos 
preocupante (6,7). 
Além do álcool, o vício de fumar que foi introduzido no ocidente no século XVI 
tem crescido muito, especialmente, entre indivíduos jovens(8,9). Nos Estados 
Unidos, 2.200 jovens experimentam cigarro diariamente pela primeira vez, e 
aproximadamente 830 jovens tornam-se usuários regulares(10). Dados atuais 
demonstram que a dependência ao cigarro é responsável por 4 milhões de 
mortes anualmente no mundo, sendo que isto se deve a fatores culturais, fácil 
acesso a esta droga, influência familiar e marketing industrial(11). 
De acordo com a Organização Mundial de Saúde, relatório de 2016 do Instituto 
Nacional do Câncer, sobre o controle do tabagismo, a previsão é que o número 
de mortes relacionadas ao tabaco aumente de 6 para 8 milhões anualmente 
até 2030, com mais de 80% dessas mortes ocorrendo em países de baixa e 
média rendas. Estas estatísticas mostram mortalidade anual no mundo mais 
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elevadas que as causadas por AIDS / HIV, tuberculose e malária combinadas. 
Além disso, as despesas médicas derivadas do consumo de tabaco são 
impressionantes, com o custo total (incluindo perdas de produtividade por 
morte e invalidez) chegando a mais de US$ 1,4 trilhão de dólares por ano, 
equivalente a 1,8 % do PIB anual do mundo. Nos EUA, a prevalência do 
consumo de tabaco estima-se que esteja atualmente em torno de 15% da 
população adulta. As taxas em muitos outros países, particularmente os países 
de baixa e média renda, podem alcançar mais de 40%(12). 
 
 
 
 FIGURA 2 Mercado mundial do tabaco, 2009 
https://www.google.com.br/search?q=Tabagismo+consumo+mundial&rlz=1C1VSNE_enBR714BR737&so
urce=lnms&tbm=isch&sa=X&ved=0ahUKEwjYx96L7rHdAhXCgJAKHSwzBFsQ_AUICygC&biw=1366&bih
=631#imgrc=REsEalaMbdN6fM: 
 
 
Mais de 4000 substâncias tóxicas podem ser isoladas no cigarro, sendo a 
nicotina responsável pela dependência, dentre outros efeitos nocivos que 
podem ser potencializados pelo uso do álcool(2, 13-16). Os efeitos locais do 
tabaco na cavidade bucal e em suas estruturas anexas, onde ocorrem maior 
contato, predispõem à ocorrência de lesões pré-cancerígenas e 
cancerígenas(9, 17-22). Outros sérios problemas relacionados ao uso de 
cigarro ou álcool são descritos nos tecidos do sistema digestivo(23-25). 
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Ensaios clínicos e experimentais indicam os efeitos tóxicos destas substancias, 
as quais podem causar mudanças na pele e no tecido subcutâneo, no pH da 
urina, desordens vasculares e vaso espasmos associados a processo 
inflamatório(25-27).  
A fumaça do cigarro é uma mistura complexa de produtos químicos, incluindo 
várias nitrosaminas especificas que ocorrem no tabaco. A maioria dessas 
nitrosaminas é formada no tabaco durante o período após a colheita, enquanto 
outras são produzidas quando o cigarro é queimado. Evidências científicas e 
inúmeras pesquisas mostram o papel destas substâncias como importantes 
fatores para a ocorrência do câncer do pulmão, pâncreas, esôfago e cavidade 
oral em fumantes. A nitrosamina cetona derivada da nicotina (NNK) e N-
nitrosonornicotina (NNN) são as mais carcinogênicas, além da N'-
nitrosoanatabine (NAT) e N-nitrosoanabasine (NAB). Novos produtos de  
tabaco (por exemplo, e-cigarros) projetados para atrair consumidores que estão 
preocupados com os efeitos do tabaco sobre a saúde têm aparecido no 
mercado. Entretanto, estudos recentes mostram que certas nitrosaminas foram 
detectadas nos líquidos de reposição e vapor de cigarros eletrônicos, mas os 
níveis são geralmente, e consideravelmente, mais baixos do que nos cigarros 
tradicionais. Na América do Norte, o FDA - Food and Drug Administration - 
anunciou recentemente a regulamentação de nitrosaminas em cigarros, tabaco 
de charuto e tabaco para cachimbo. O surgimento de novas tecnologias  
permite avaliar  níveis de exposição a esse produtos químicos, nocivos ao 
longo do tempo; contribuindo para implementar ações e orientações para 
diminuição do hábito de tabagismo(28).   
Nos EUA, o câncer bucal e o câncer de orofaringe representam 
aproximadamente 3% do total das doenças malignas em homens e 2% nas 
mulheres (29). Outros inúmeros problemas em tecidos relacionados ao sistema 
digestivo são descritos e também relacionados ao uso do tabaco(20, 24, 30-
35). 
Os cânceres do lábio, da língua, da boca, da faringe, da laringe e do esôfago 
são considerados tumores do trato aéreo e digestivo e representam uma parte 
importante relacionados com o tabaco. O hábito do tabagismo pode ser de 
forma mastigável e não mastigável pela queima do fumo e aspersão da 
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fumaça. Dados de pesquisas epidemiológicas mostram que o tabaco e o álcool 
desempenham um papel importante no desenvolvimento destes canceres e a 
hipótese é a de que interferem no reparo do DNA, resultando em polimorfismo 
genético(36). Doenças benignas como esofagite de refluxo e úlceras pépticas, 
bem como outros tumores do trato digestivo são associados aos hábitos do 
tabagismo e etilismo, incluindo tumores do estômago, fígado, pâncreas e 
intestinos bem como com seus prognósticos(37).  
Experimentalmente, da mesma forma, trabalhos vêm demonstrando as ações 
nocivas destes vícios. Estes estudos utilizam ratos como modelos para 
conhecer os efeitos tóxicos destes elementos, que levam a alterações do pH da 
urina, além de processos inflamatórios, obliterações vasculares e vaso 
espasmos nos animais(22, 25-27, 38-40). Contudo, apesar de todos estes 
resultados, outro estudo conduzido por Hassan (41) observando indivíduos 
expostos a estes vícios detectaram que não existia aumento significante no 
risco de desenvolvimento de câncer pancreático, demonstrando que a relação 
entre estes hábitos nocivos e o risco de alterações celulares em diferentes 
tecidos necessita de maiores estudos. 
No Brasil, os dados da Pesquisa Nacional de Saúde de 2013 mostram que a 
prevalência do consumo abusivo de álcool na população brasileira foi de 
13,7%. Entre os homens foi 3,3 vezes maior que entre as mulheres. 
Verificaram-se prevalências mais elevadas também entre adultos jovens, 
negros e indígenas (42). 
Pesquisas do Instituto Oswaldo Cruz mostram que, em 2011, o tabagismo foi 
responsável por 147.072 óbitos, 2,69 milhões de anos de vida perdidos, 
157.126 infartos agudos do miocárdio, 75.663 acidentes vasculares cerebrais e 
63.753 diagnósticos de câncer. O custo para o sistema de saúde foi de R$ 
23,37 bilhões(43). 
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FIGURA 3  Prejuízos precoces induzidos pelo tabaco e álcool 
 
https://www.correiobraziliense.com.br/app/noticia/ciencia-e-
saude/2018/08/29/interna_ciencia_saude,702536/dano-arterial-comeca-na-adolescencia-no-caso-de-
jovens-que-bebem.shtml 
 
 
1.3 DIABETES MELLITUS   
O Diabetes Mellitus (DM) é um importante e crescente problema de saúde para 
todos os países, independentemente de seu grau de desenvolvimento. Em 
2015, a Federação Internacional de Diabetes (International Diabetes 
Federation, IDF) estimou que 8,8% da população mundial com 20 a 79 anos de 
idade (415 milhões de pessoas) apresentava diabetes. Se persistirem as 
tendências atuais, em 2040, o número de pessoas com diabetes foi projetado 
para superior a 642 milhões. Cerca de 75% dos casos são de países em 
desenvolvimento, nos quais deverão ocorrer o maior aumento de casos de 
diabetes nas próximas décadas. O aumento da sua prevalência está associado 
a diversos fatores, tais como: rápida urbanização, transição nutricional, 
transição epidemiológica, estilo de vida sedentário, excesso de peso, 
crescimento e envelhecimento populacional e, também, à maior sobrevida dos 
indivíduos com diabetes. O Brasil é considerado o quarto país do mundo entre 
os dez que apresentam maior incidência desta doença, atrás da China, Índia e 
Estados Unidos da América. As estimativas demonstram que em 2015 o Brasil 
apresentava 14,3 milhões (12,9 a 15,8) de portadores da doença e que em 
2040 deve chegar a 23,3 milhões (21 a 25,9). Existem poucos estudos 
populacionais mais recentes que analisam as tendências de complicações 
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relacionadas ao diabetes. As complicações mais conhecidas do diabetes são 
os distúrbios microvasculares e macro vasculares, que resultam em retinopatia, 
nefropatia, doenças coronarianas, doenças cerebrovasculares e doença arterial 
periférica. Entretanto, a doença tem sido responsabilizada por contribuir, direta 
ou indiretamente no sistema músculo-esquelético, no trato gastrintestinal, na 
função cognitiva e na saúde mental, alem de ser associado a diversos tipos de 
câncer. Estudos utilizando os dados da Pesquisa Nacional de Saúde de 2013 
mostravam que, dentre os indivíduos diabéticos, 26.6 % tinham relatado outra 
morbidade associada; 23,2 % de outras duas e 32,0% de outras três ou mais 
com morbidades associadas(44). 
 
 
 
1.4 ESTUDO DA REGIÃO INGUINAL 
 
A incidência de hérnias inguino-crurais na população varia de país a país, 
variando também nas diversas faixas etárias entre ambos os sexos. As 
estimativas mostram que a possibilidade dos homens apresentarem hérnias é 
de 27% e das mulheres de 3%, sendo que as respectivas etiologias 
permanecem incertas. Os riscos relativos ao paciente incluem: homem e faixa 
etária idosa, falhas no canal inguinal, alterações do tecido conjuntivo e índice 
de massa corpórea baixo ( desnutridos). Os riscos externos são: tabagismo e 
etilismo; levando ao aumento da degradação do colágeno e diminuição dos 
fibroblastos associado ao aumento da pressão intra abdominal por esforço 
físico, tosse, ascite, gestação e diabetes(45). 
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                     Figura 4 Anatomia da região Inguinal 
 
                    NETTER, Frank H.. Atlas de Anatomia Humana. 2ed. Porto Alegre: Artmed, 2000 
 
          
 
A região inguinal é anatomicamente caracterizada pela presença do canal 
inguinal, região de maior ocorrência das hérnias inguinais. Sua parede anterior 
é formada pela aponeurose do músculo obliquo externo do abdome e seu teto 
é formado pelos músculos obliquo interno e transverso do abdome. Sua parede 
posterior é formada pela fáscia transversal e pelo peritônio parietal. Já o 
assoalho é formado principalmente pela aponeurose do músculo obliquo 
externo do abdome. Por este canal passa o funículo espermático envolvido 
pelo principal músculo desta região, o músculo cremaster composto 
principalmente por fibras musculares estriadas(46-49). 
O músculo cremaster é uma continuidade do músculo obliquo interno do 
abdome  e é inervado pelo ramo genital do nervo genitocrural . Sua função está 
relacionada à manutenção da temperatura dos testículos, contraindo-se para 
aproximar os testículos do abdome, no sentido de aquecê-los quando a 
temperatura local está baixa e relaxando-se e afastando os testículos para 
resfria-los, para uma adequada espermatogênese. Esse mecanismo de 
contração e relaxamento é totalmente involuntário, promovendo uma visível 
movimentação dos testículos(47). 
cremaster 
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Todos os tecidos, inclusive os musculares, apresentam um compartimento de 
suporte, que contém vasos sanguíneos, linfáticos e nervos que suprem os 
tecidos, sendo, portanto de fundamental importância para a homeostasia de 
diversos tecidos e estão sujeitos a interferências de substâncias agressivas 
(50). Neste compartimento se encontram os tecidos conjuntivos, entre eles o 
colágeno tipo I que é o predominante, apesar dos tipos III e IV  também 
estarem presentes(51). Em condições normais, o colágeno apresenta-se 
regular entre as células, contudo em condições adversas estes outros 
constituintes podem estar aumentados (52-54). 
Quando vistas ao microscópio eletrônico, as fibrilas de colágeno apresentam 
estrias transversais características a cada 67 nanômetros, refletindo a 
alternância regular das moléculas de colágeno na fibrila (55). Também a 
microscopia de polarização tem sido tradicionalmente utilizada como uma 
ferramenta importante no estudo destas estruturas fibrilares, dentre outras 
funções. 
 
 
 
 
 
FIGURA 5  Fotomicroscopia eletrônica de fibra de colágeno Tipo t 
 
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/9/93/Fibers_of_Collagen_Type_I_-_TEM.jpg 
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Schmidt (56), demonstrou em trabalho a importância da bi-refringência no 
estudo de estruturas biológicas. Desde então, diversos trabalhos fizeram e 
enfatizam o uso de tal técnica com o intuito de observar morfologicamente 
materiais biológicos e obter respostas importantes sobre estas estruturas(57). 
Assim, estudos clínicos e experimentais que se utilizam de técnicas 
morfológicas, vêm demonstrando que diferentes fatores podem comprometer 
tanto o tecido como seu compartimento de suporte promovendo intensos danos 
morfofuncionais (53,58-61). Dessa maneira, análises morfológicas quantitativas 
dos tecidos colagenosos do principal músculo do canal da região inguinal se 
fazem necessárias e podem contribuir principalmente para o entendimento dos 
efeitos dos agentes presentes no tabaco, no álcool e o próprio diabetes na 
ocorrência de hérnias na região inguinal. 
Além do tabaco e do álcool, é sabido que outros fatores, inclusive o diabetes 
mellitus, podem também estar relacionados com alterações estruturais em 
diferentes tecidos, comprometendo inclusive suas funções(61-65). 
Neste sentido, alguns estudos relacionam que pacientes com hérnias da 
parede abdominal são portadores do diabetes ou mesmo fazem uso de tabaco 
ou álcool. Os autores relatam que os pacientes fumantes poderiam ter 
alterações na região inguinal, contribuindo assim para a ocorrência destas 
lesões(66, 67).  Apesar disso, os estudos apenas enfocam estes elementos 
como sendo fatores de risco para a incidência de casos de hérnias, mas não 
detalham quais alterações ocorrem nos tecidos. 
Yin et al. (50) estudaram in vitro as alterações do colágeno, metaloproteinases 
e inibidores teciduais de metaloproteinases em fibroblastos humanos tratados 
com extrato de tabaco. Os fibroblastos humanos foram expostos a diferentes 
concentrações de extrato solúvel em água do tabaco. Fibroblastos humanos 
irradiados com ultravioleta A1 (UVA1) foram usados como controladores 
positivos e reversa. A produção de colágenos tipo I e tipo III foi detectada por 
defumação . A conclusão do estudo mostra que a biossíntese de colágeno foi 
significativamente reduzida em 40,1% após tratamento com 21 micromol / ml 
de extrato de tabaco. 
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Hellspong et al.(68) analisando a ocorrência de diabetes entre portadores de 
hérnias inguinais na Suécia, constatou que dentre 143041 doentes operados, 
4816 (3,4%) eram diabéticos, fato que nos despertou interesse.. 
Novos achados sinalizam que o mecanismo de formação das hérnias podem 
estar relacionados aos tecidos colagenosos quando sob ação de agentes 
agressores como o tabaco, o álcool ou diabetes. Contudo, ainda existe a 
necessidade de resultados quantitativos que demonstrem as reais alterações 
teciduais, principalmente no músculo cremaster, principal tecido envolvido na 
ocorrência e no reparo das hérnias inguinais indiretas (47,69-71). Além disso, 
não podemos esquecer a complexidade destes processos. 
Bingol-Koluglu et al.(72) avaliando as características alteradas do músculo 
cremaster em pacientes com hérnia inguinal não conseguiu dados que 
suportassem a real relação das alterações com a ocorrência de hérnias, 
sugerindo a necessidade de mais estudos sobre este tema. 
Diante dessas questões é que ainda persistem dúvidas quanto ao surgimento 
de hérnias inguinais e sua associação com o consumo abusivo de álcool, 
tabagismo e diabetes. 
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FIGURA 6  Consumo de álcool per capta no mundo 2014 (CISA) 
http://www.cisa.org.br/userfiles/Image/oms-consumo-per-capita.pn 
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                                                  2. OBJETIVOS 
 
 
O objetivo do presente estudo foi avaliar a quantidade de colágeno presente 
nas células musculares do músculo cremaster em pacientes com hérnias 
inguinais indiretas, associando suas ocorrências com a influência do 
tabagismo, alcoolismo e diabetes mellitus e comparar os resultados entre estes 
grupos e o dos pacientes portadores de hérnia inguinal indireta sem outras 
comorbidades ou vícios. 
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                                       3. MATERIAL E MÉTODOS 
3.1  COLETA DAS AMOSTRAS TECIDUAIS 
Quinze pacientes masculinos brancos foram avaliados e submetidos ao reparo 
de hérnia inguinal no Hospital Universitário da Faculdade de Medicina de 
Jundiaí, São Paulo, SP, Brasil, entre os meses de janeiro e novembro de 2015.. 
Eles foram incluídos em três grupos de homens portadores de hérnia inguinal 
indireta: grupo 1 contendo 5 pacientes sem outras doenças portadores 
(controle); grupo 2 com 5 pacientes tabagistas e ou etilistas; e o grupo 3 com 5 
pacientes com diabetes mellitus. Foram considerados tabagistas os que 
consumiam no mínimo 5 cigarros por dia e etilistas o consumo mínimo de 
álcool 3 vezes por semana Dados das peculiaridades de idade e Índice de 
Massa Corpórea dos pacientes do estudo foram assinalados na Tabela 1. 
 
 
TABELA 1: Variação de idade e de Índice de Massa Corpórea (IMC). 
Variáveis/grupos Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 
Idade mínima (anos) 19 38 54 
Idade máxima (anos) 72 75 81 
Média de idade (anos) 38,1 64,5 65 
IMC mínimo 19,4 20,6 20,5 
IMC máximo 29,0 28,7 26,3 
IMC médio 23,5 25,1 23,8 
 
 
Todos os pacientes foram submetidos ao exame físico e a coleta do histórico 
médico, para preparo geral dos procedimentos cirúrgicos padrões. Com 
protocolo na Comissão de Ética da Faculdade de Medicina de Jundiaí – 
Plataforma Brasil n° 625.555 e Termo de Consentimento Informado (Anexos 1 
e 2).A partir daí quando constatada a necessidade e possibilidade do 
procedimento cirúrgico, este foi realizado e amostras do músculo cremaster na 
região da hérnia foram coletadas e processadas para histologia padrão pela 
técnica de picrossirius red (73). Todos os indivíduos receberam durante o 
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período experimental as mesmas condições pré, trans e pós-operatórias, 
visando o reparo da região herniária. Todos os procedimentos foram realizados 
de acordo com os princípios éticos de experimentação em seres humanos. 
3.2  CRITÉRIOS DE INCLUSÃO 
Pacientes do sexo masculino, brancos divididos em três grupos de 5 pacientes 
cada, assim distribuídos Grupo 1: portadores de hérnia inguinal indireta 
(classificação de NYHUS III b); Grupo 2:  tabagista ou alcoolista com hérnia 
inguinal indireta; e Grupo 3: pacientes diabéticos com esta mesma doença 
herniária e IMC até sobrepeso. 
3.3  CRITÉRIOS DE EXCLUSÃO 
Pacientes com IMC graus II e III, obesos mórbidos; hérnia inguino escrotal, 
doenças auto imunes, uso de corticoides ou submetidos a imunoterapia ou 
quimioterapia, insulino dependentes. 
3.4  COLETA DOS TECIDOS 
Amostras do músculo cremaster com aproximadamente 1,5 cm foram retiradas 
através da dissecação com lâmina de bisturi cirúrgico, tomando como 
referência os limites da hérnia e as paredes do canal inguinal. O fragmento de 
aproximadamente 15 mm x 2 mm foi colhido da face anterior do músculo 
cremaster a aproximadamente 20 mm do anel inguinal profundo, em direção 
caudal. Antecedendo a retirada das amostras, a região foi fotografada com 
máquina digital modelo Olympus C-350 para arquivo hospitalar. É importante 
destacar que, possíveis alterações nos tecidos como coloração, textura e 
consistência foram observadas macroscopicamente caso fossem aparentes 
entre os grupos experimentais. 
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                FIGURA 7 Fotografia do sitio cirúrgico demonstrando local da retirada 
                    do fragmento de cremaster para estudo. 
 
 
 
 
 
 
                                
 
                               FIGURA 8. Detalhe do fragmento retirado para estudo       
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3.5  MICROSCOPIA DE LUZ POLARIZADA 
 
 
As amostras foram coletadas de cada paciente, fixadas em Bouin (Solução 
aquosa saturada de ácido pícrico- 75 ml, formol- 25 ml e ácido acético glacial- 5 
ml) por 12 horas para posterior processamento e inclusão em parafina. Para a 
inclusão em parafina, os tecidos foram lavados em álcool 70% e, a seguir, 
sofreram desidratação em uma série crescente de alcoóis (álcool 80 % - 2 
vezes, álcool absoluto – 3 vezes; 1 a 2 horas cada). Posteriormente, os 
fragmentos foram diafanizados (para retirada de toda impureza do tecido)  em 
xilol durante 1 a 2 horas até que se tornem translúcidos. Os fragmentos foram 
incluídos em parafina e polímeros plásticos (ParaplastPlusR) a 560 C durante 
aproximadamente 1 hora; passando, em seguida, para nova parafina na 
mesma temperatura. Os tecidos foram orientados e posicionados 
cuidadosamente no fundo das formas plásticas, visando à obtenção dos cortes 
histológicos transversais. Os blocos foram trimados para a obtenção de 
superfícies planas e seccionados com cinco micrômetros de espessura. A 
seguir, os fragmentos foram colocados sobre as lâminas albuminizadas e 
levadas para a estufa a 600C. Após a preparação dos cortes, estes foram 
corados com o método histoquímico de Picrosirius (solução aquosa saturada 
de ácido pícrico adicionada de 0,1g de vermelho da Síria F3b, Síriusred F3B-
BayerR) para avaliação dos constituintes fibrilares da matriz extracelular (72), 
sendo posteriormente fotografados no microscópio de luz NIKON Eclipse 
E100R para microscopia com o sistema de lentes polarizadas, acoplado ao 
sistema de aquisição de imagens SD-CCD 3.3 (Processo FAPESP: 08/55521-
7) do Departamento de Morfologia e Patologia Básica da Faculdade Municipal 
de Medicina de Jundiaí, todas as observações foram realizadas em objetivas 
planacromáticas 40 x. 
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                      Figura 9 -  Luz polarizada e birrefringência 
                       http://www.dfn.usp.br/~suaide 
 
 
3.6  MORFOMETRIA DOS CONSTITUINTES COLAGENOSOS 
Estes cortes para microscopia de luz polarizada foram utilizados para a 
quantificação dos componentes colagenosos. Para este estudo, a densidade 
de volume destes componentes foi calculada pela média de 4 regiões de cada 
corte histológico pelo método de contagem de pontos, utilizando a seguinte 
fórmula: 
Vv  =     P estrutura      % 
        P sistema teste 
 
 
Sendo P estrutura o número de pontos sobre a estrutura estudada e o P 
sistema teste o número total de pontos do retículo de integração quadrilátero 
utilizado(74,75). 
Além disso, se realizou a mensuração da área total relativa ocupada pelas 
fibras musculares e pelos componentes colagenosos através do sistema de 
análises de imagens Image J 1.39 (ImageProcessingandAnalysis in Java, 
NationalInstituteof Health, Maryland, USA). 
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3.7  ANÁLISE BIOQUÍMICA 
Parte dos fragmentos dos tecidos coletados foi armazenado e separado à -
80°C para ser homogeneizado em tampão de extração (150mM cloreto de 
sódio, 1.0% NP-40 ou Triton x-100, 0.5% sodium deoxycholate, 0.1% SDS, 
50mM Tris, pH 8.0) a 4°C em “Polytron PTA 20S generator” (Brinkmann 
Instruments mode PT 10/35) em velocidade máxima por 30 segundos. O tecido 
homogeneizado foi centrifugado a 11000 rpm por 30 minutos para remoção de 
material insolúvel. A concentração de proteína total contida no sobrenadante foi 
determinada utilizando-se o método de Bradford (76). 
3.8  ANÁLISE ESTATÍSTICA 
O estudo estatístico foi realizado para as seguintes variáveis: área relativa das 
fibras musculares (%), área relativa e densidade de volume das fibras 
colágenas (%) e níveis de proteínas totais (mg/dL) através da técnica de 
análise de variância (ANOVA), complementado com o teste não paramétrico de 
Kruskal-Wallis(77). Todo o estudo foi realizado com pelo menos 5% de 
significância(78) 
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                                                    4. RESULTADOS 
 
4.1 MORFOLOGIA DOS TECIDOS 
 
 
Durante o procedimento cirúrgico foram avaliados todos os tecidos quanto à 
coloração, textura e consistência sendo que, macroscopicamente não foi 
observada nenhuma diferença significativa entre as amostras coletadas. 
4.2  ANÁLISE BIOQUÍMICA 
A análise do conteúdo de proteínas totais relacionada as amostras do tecido 
cremastérico demonstra que houve um aumento significativo de proteínas nos 
grupos 2 e 3 quando comparado com o grupo controlel (Tabela 2).  
 
 
TABELA 2: Níveis de Proteína (mg/dl) entre os grupos estudados. 
 PROTEÍNAS TOTAIS 
Grupo 1 (Controle) 2.17 ± 3.12ª 
Grupo 2 (Tabagista e/ou Etilista) 9.58 ± 5.78b,d 
Grupo 3I (Diabéticos) 10.36 ± 6.26c,d 
Valores expressos pela Média ± Desvio Padrão. 
a ,b, c Diferem em 1% de Significância (p≤0.01). 
dNão diferem em 5% de Significância (p≥0.05). 
 
 
 
 
4.3  MICROSCOPIA DE LUZ POLARIZADA 
No grupo 1 (controle) foi observado predominância de células musculares 
(Tabela 3). Entretanto, nos grupos 2 e 3, foi observado predomínio da área 
ocupada pelo tecido conjuntivo e diminuição da área ocupada pelas células 
musculares com p<0,05 (Figura 4 e Tabela 3). 
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FIGURA 10: Fotomicrografia do músculo cremaster dos pacientes dos grupos 1, 2 e 3.. 
Nos grupo 1I (controle), 2 (tabagistas, etilistas) e 3 (diabéticos) nota-se na coloração 
de Sirius Red a área ocupada pelo colágeno (C) e a área negra ocupada pelas células 
musculares (M, evidenciando a diferença de quantidades entre as amostras, tendo 
maior quantidade de colágeno (C) nos grupos 2 e 3.. (coloração Picrosirius Red. 
300x.) 
 
 
 
 
2 1 
3 
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TABELA 3: Área relativa ocupada pelas células musculares (%) e área ocupada pelo 
tecido conjuntivo (%) de acordo com os grupos estudados. 
 CÉLULAS 
MUSCULARES 
TECIDO 
CONJUNTIVO 
Grupo 1 (Controle) 89.23 ± 03.38ª 11.77 ± 02.98ª 
Grupo 2 (Tabagista e/ou Elitista) 43.20 ± 14.56b,d 57.80 ± 29.96b,e 
Grupo3I (Diabético) 39.26± 15.37c,d 61.74 ± 31.87c,e 
Valores expressos pela Média ± Desvio Padrão. 
a,b,cDiferem em 1% de Significância (p≤0.01). 
dNão diferem em 5% de Significância (p≥0.05). 
eNão diferem em 5% de Significância (p≥0.05). 
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5. DISCUSSÃO 
 
A microscopia polarizada tem sido tradicionalmente empregada como uma 
importante ferramenta no estudo das estruturas fibrilares entre outras funções. 
Schmidt (56) foi um dos autores pioneiros a empregar a microscopia de 
polarização em estudos de estruturas biológicas e, desde então várias 
pesquisas enfatizam a aplicação de tais técnicas no intuito de observar a 
morfologia de materiais biológicos e obter importantes respostas sobre estas 
estruturas(57, 79). 
O diabetes mellitus, além do tabaco e álcool, também pode ser relacionado 
com alterações estruturais em diferentes tecidos, comprometendo suas 
funções(23, 26, 80). Neste sentido, alguns estudos relatam que pacientes com 
hérnia na parede abdominal também são portadores de diabetes mellitus e ou 
associado a tabaco ou álcool. Todavia, estes são estudos que focam somente 
aqueles elementos como sendo fatores de risco para ocorrência de hérnias, 
mas não explica quais mudanças ocorrem na estrutura dos tecidos(81, 82). 
Os tecidos musculares, como outros, apresentam um compartimento de 
suporte que é fundamental para a homeostasia celular(83). Neste 
compartimento se encontram os tecidos conjuntivos que em condições 
normais, apresentam-se entre as células estruturando a arquitetura do órgão, 
bem como dando subsídios para sua manutenção(1,84-86). Contudo em 
condições adversas estes constituintes podem estar alterados(52). 
Estes resultados são congruentes com os achados no presente trabalho, onde 
foi observado que os agentes agressores podem promover um aumento da 
área ocupada pelo compartimento colagenoso, podendo alterar assim a 
estrutura e a função do tecido.  
Os vícios sociais que causam agressão ao organismo, principalmente o tabaco 
e o álcool, são considerados problemas de saúde pública, pois acarretam em 
inúmeros danos ao ser vivo, predispondo os usuários a diferentes doenças. 
Contudo, os estudos ainda não encontraram elementos suficientes para 
comprovar se a exposição a estes agentes pode realmente estar relacionada a 
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alterações celulares em diferentes tecidos e sugerem que mais estudos sejam 
realizados(23, 25, 62-65, 80). 
Além desses agentes, o diabetes mellitus, também está relacionado com 
alterações estruturais em diferentes órgãos e tecidos, comprometendo inclusive 
suas funções(26, 87). Dentro deste aspecto, alguns autores citam que 
pacientes com hérnia da parede abdominal são portadores do diabetes em 
8,4% dos casos, além disso, descrevem também que 43% fazem uso de 
tabaco e 7,4% são alcoolistas.  
Estes mesmos autores relatam que os pacientes fumantes poderiam ter 
alterações no metabolismo dos tecidos da região inguinal, contribuindo assim 
para a ocorrência das lesões herniárias(66, 67, 87, 88). 
A ocorrência de outras doenças e suas associações com variações do 
colágeno têm sido também descritas na literatura. Bonduki et al (89)  
estudaram 15 pacientes com sintomas de infertilidade e relataram presença de 
colágeno  nos músculos uterinos com os tumores da região. Wang et al(90)  
estudando pacientes com fibrose hepática, também observaram que na maioria 
dos casos havia alterações nos componentes fibrilares deste órgão. Por outro 
lado, Gudiene et al (91), avaliando diâmetro de veias, demonstrou que a idade 
das pessoas podem alterar o tecido colágeno. 
Embora os pacientes incluídos neste estudo tenham variadas idades, eles 
eram todos homens, brancos, com índice de massa corporal (IMC) muito 
próximos. Os resultados indicaram em pacientes considerados saudáveis e 
com hérnia inguinal indireta, uma grande área ocupada pelas células 
musculares e outra menor formada por tecido conectivo. Por outro lado, em 
indivíduos dos grupos II e III, formados por fumantes ou etilistas ou população 
diabética, demonstraram que amostras do musculo cremaster continham 
intenso acumulo de tecido conectivo em sua maior parte. 
Estes achados mostram principalmente a relação das hérnias com os agentes 
agressores. Em adição a isto, os resultados apresentados neste trabalho 
corroboram com esta literatura agregando a quantificação dos tecidos 
colagenosos e a possível predisposição destes indivíduos de terem as lesões 
herniais.  
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Estudo conduzido por Fachinelli A, Maciel Trindade (81)  foi observado em 
amostras da linha alba, que pacientes com hérnias epigástricas, umbilicais e 
incisionais possuíam menor quantidade de tecido colagenoso, quando 
comparados com grupo controle (cadáveres) sem hérnias nestas áreas. 
A quantificação de proteínas nestes tecidos, através de análises bioquímicas, 
foi similar aos resultados obtidos pela microscopia de luz polarizada, também 
demonstrando o crescimento significante destes níveis em amostras obtidas de 
pacientes dos grupos II e III os quais têm relação com tabagismo, alcoolismo 
ou diabetes. 
Todos estes achados mostram a complexidade que envolve a formação de 
hérnias e sua relação com a parede abdominal. É importante destacar que no 
presente estudo não foi abordado a gravidade das lesões herniais, nem tão 
pouco foi avaliado o decorrer do pós-operatório devido ao tempo proposto no 
cronograma deste trabalho. 
Estes resultados foram considerados homogêneos, embora, os agentes 
agressivos possam promover aumento na área ocupada por armazenamento 
de colágeno, podendo, desta forma, alterar a estrutura e a função do tecido. 
Estes achados confirmam o relacionamento das hérnias com agentes 
agressores e estão de acordo com a literatura, agregando a quantificação dos 
tecidos colágenos e a possível predisposição destes indivíduos de terem 
lesões herniárias. 
 Wagh et al (86) relataram que as mudanças mais intensas no metabolismo do 
colágeno foram encontradas na bainha anterior do músculo reto abdominal em 
pacientes com hérnia inguinal direta, quando comparados com pacientes com 
hérnia indireta ou com aquelas do grupo controle, com diferença 
estatisticamente significante. Todavia, estes  autores não mencionam a idade 
dos pacientes nem qualquer associação com diabetes, alcoolismo e fumo. 
Gonçalves et al. (92) analisando amostras de fáscia transversalis  e da bainha 
anterior do musculo reto abdominal, em 40 homens com hérnia inguinal tipo II  
e III A de Nyhus, comparando com 10 de controle de cadáveres frescos, com a 
mesma idade, sem hérnia, usando estudo imuno-histoquímico do colágeno I, 
colágeno III e fibras elásticas. A pesquisa concluiu que a quantidade de 
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componentes fibrilares da matriz extra celular  não estava alterada em 
pacientes com e sem hérnia. 
Henriksen e outros (82) avaliaram pacientes com três tipos de hérnias 
diferentes: Hérnia inguinal unilateral; múltiplas hérnias (mais do que 3 tipos) e 
hérnias incisionais. Usaram, como grupo controle, pacientes submetidos à 
colecistectomia, não portadores de hérnia. Os autores analisaram os colágenos 
dos tipos I, II, III, IV e V; concluíram que pacientes com hérnia apresentavam 
alteração no metabolismo do colágeno e que o estudo da remodelação do 
colágeno tipo IV nos permite predizer a presença de hérnia inguinal e 
incisional. Portanto, a regulação da remodelação do colágeno tipo IV pode ser 
um fator crucial para ocorrência de hérnias(82). O mesmo autor numa revisão 
sistemática da literatura publicada analisou um total de 55 artigos originais 
avaliando alterações de tecido conectivo em pacientes com hérnia da parede 
abdominal. Eles concluíram que pacientes com hérnia inguinal e hérnia 
incisional, exibem diminuição do colágeno I ao III em relação a biópsia de 
fáscia e pele. As mais pronunciadas alterações foram encontradas em 
pacientes com hérnia direta e hérnia recorrente (54). 
Pesquisas recentes de Henriksen et al(93) e Lorentzen et al.(94), ambos da 
Universidade de Copenhagen, na Dinamarca, estudando as relações das 
quantidades de proteínas no colágeno na corrente sanguínea de portadores de 
hérnias incisionais e inguinais, demonstraram alterações no metabolismo dos 
colágenos ( I, III e V) e (IV e V) respectivamente. Concluíram esses autores 
que as dosagens alteradas de colágeno podem justificar a ocorrência de 
hérnias, sugerindo realização de novas pesquisas. 
Concluindo, todos estes achados demonstram a complexidade que envolve a 
formação das hérnias e suas relações com a parede abdominal. É importante 
destacar que esta pesquisa não foi focada na gravidade da doença herniária, 
nem foi avaliado o curso dos pós-operatórios dos casos estudados, sendo 
estes casos possíveis de novas pesquisas. Além disso, que a quantidade da 
atividade tissular pode contribuir para compreensão da formação e incidência 
das hérnias complementando os resultados obtidos até agora. 
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Os resultados deste estudo permitem concluir que o tabaco e o álcool em 
conjunto com o diabetes mellitus ocasionam uma remodelação no músculo 
cremaster, levando a uma perda do suporte ou alteração estrutural nesta 
região, podendo intensificar as ocorrências e os danos relacionados às hérnias 
inguinais. 
De qualquer forma, estudos deste compartimento tecidual e suas relações com 
o colágeno, poderão contribuir para o entendimento da formação e da 
incidência destas lesões, além disso, permitirá que estudos futuros 
complementem os resultados obtidos até o momento. 
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6. CONCLUSÕES 
 
 
Os resultados obtidos permitem concluir que: 
Os indivíduos portadores de hérnia inguinal tabagistas, etilistas e diabéticos 
apresentam quantidades maiores de colágeno nas células musculares do 
músculo cremaster em comparação aos controles. 
Não houve diferença estatisticamente significativa nas quantidades de 
colágenos presentes nas células musculares do músculo cremaster de 
indivíduos com hérnia inguinal tabagista e etilista quando comparados aos 
portadores de diabetes mellitus.  
A análise bioquímica, nos permite afirmar que houve aumento significativo das 
proteínas totais nos grupos 2 e 3 quando comparados ao grupo 1. 
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of the abdomen, the internal oblique and transversus abdomen 
muscles, the fascia transversalis and parietal peritoneum and 
the aponeurosis of the external oblique muscle of the abdomen. 
This channel it is located the spermatic cord surrounded by 
the main muscle of the region, the cremaster muscle, mainly 
made up of striated muscles3,10,18,25. All the tissues, including 
the muscle ones, hold a support compartment, which owns 
blood, lymphatic vessels and nerves, presenting also connective 
tissues in which the collagen type is the predominant one, even 
though other types are also present. At normal environments, 
the collagen is regular among the cells; however, at adverse 
conditions these components can be increased12,16,20. 
New findings point out that the mechanism of formation 
of the hernias can be related to the collagenous tissues, under 
activity of aggressive agents such as the tobacco, alcohol and 
diabetes. However, there is still the need of quantitative results 
that can indicate the real alterations of the tissue, mainly in the 
cremaster muscle9,10,13. Bingöl-Koloğlu et al., when evaluating the 
changes in the cremaster muscle, could not get enough data 
that would support the real relationship of these alterations 
with the hernias’ occurrence, thus suggesting the need of 
further studies about this theme1.
The aim of the current study was to evaluate the collagen 
present in the cremaster muscle, in patients with hernias, relating 
the occurrence of these lesions with smoking, alcoholism and 
diabetes. 
METHODS
Collection of tissue samples 
Fifteen male and white patients were evaluated and 
submitted to inguinal hernia repair in the University Hospital 
of the Faculty of Medicine, in Jundiai, São Paulo, SP, Brazil. They 
were divided in three groups: group I with five healthy men 
(control); group II with five smoking and/or drinking ones; and 
group III with five people that had diabetes mellitus. Table 1 
shows the age range and the mass body index alterations in 
the patients included.
 
TABLE 1 – The age range and the mass body index in the 
study groups 
Variables/groups Group I Group II Group III
Minimum age (years) 19 38 54
Maximum age (years) 72 75 81
Age average (years) 38.1 64.5 65
Minimum BMI 19.4 20.6 20.5
Maximum BMI 29.0 28.7 26.3
Average BMI 23.5 25.1 23.8
The research was approved by the Ethical Committee of 
the Faculty of Medicine in Jundiaí (protocol number 625.555), 
and all the patients filled the Agreement Term. The participants 
included in the study were submitted to the same pre, intra 
and postoperative conditions, and during the hernia repair it 
were collected samples of the cremaster muscle, with at about 
1,5 cm, through dissection with a surgical scalpel blade, taking 
as a reference the limits of the hernia and the walls of the 
inguinal canal. The region was photographed with a digital 
camera for hospital storage. It is important to highlight that 
possible alterations in the tissues - such as coloring, texture 
and consistence - were microscopically observed in case they 
were visible among the groups. 
Polarized light microscopy 
The samples were collected from each patient, fixed 
in Bouin (saturated aqueous solution of picric acid - 75 ml 
formaldehyde - and 25 ml glacial acetic acid - 5 ml) for 12 
h for further processing and inclusion in paraffin. For the 
inclusion in paraffin, the tissues were washed in alcohol 70% 
and, afterwards, were dehydrated in a raising series of alcohols 
(alcohol 80% - 2 times, absolute alcohol - 3 times; 1 to 2 h each). 
Then, the fragments were cleared in xylene for 1 to 2 h until 
they become translucent and after were embedded in paraffin 
and plastic polymers (Paraplast Plus) to 560 C for about 1 h 
and, afterwards, were carefully positioned on the bottom of 
plastic forms so that transverse histological sections could be 
obtained. The blocks were formed for the obtainment of flat 
surfaces and then were sectioned with five micrometers thick. 
Finally, the fragments were placed on albumin-blades and taken 
to an oven at 600 C. After preparation of the cuts, they were 
stained through the histochemical Picrosirius method (saturated 
aqueous picric acid added with 0.1 g of red Syrian F3B, Sirius 
Red F3B-Bayer) for evaluation of the fibrillary components of 
the extracellular matrix19. The findings were photographed 
under a light microscope Nikon Eclipse E100 for microscope 
with polarized lens system, together with the SD-CCD image 
acquisition system 3.3, from the Department of Morphology 
and Basic Pathology from the same faculty. All the observations 
employed objective 40x.
Morphometric of the collagenous components 
The fragments chosen for polarized light microscopy were 
used for the quantification of the collagenous components. 
The volume density of these components were calculated by 
the average of four regions of each histological cut, through 
the following equation: 
Was considered P structure as the number of points 
over the studied structure and P test system as the total 
number of points of the reticle integration quadrilateral used. 
Afterwards, it was performed the measuring of the total relative 
area occupied by the muscle fibers and by the collagenous 
components through the image analysis system Image J 1.39 
(Image Processing and Analysis in Java, National Institute of 
Health, Maryland, USA)35.
Biochemical analysis 
Other fragments of the collected tissues were stored, 
split (80° C) and homogenized in an extraction buffer (150 
mM sodium chloride, 1% NP-40 or Triton X-100, 0.5% sodium 
deoxycholate, 0.1% SDS, 50 mM Tris, pH 8.0) at 4° C in “Polytron 
PTA 20S generator” (Brinkmann Instruments EN 10/35 mode) 
at full speed for 30 s. The homogeneous tissue was centrifuged 
at 11000 rpm for 30 min for the removal of insoluble material. 
The total concentration of protein contained in the supernatant 
was determined through the Bradfort method4.
Statistical analysis
The statistical study was performed for the following 
variables: relative area of muscle fibers (%), relative area and 
volume density of collagenous fibers (%), and total level of 
proteins (mg/dl) through the technic of variables analysis 
(ANOVA), complementing the non-parametric test of Kruskal-
Wallis in 5% level of significance. 
RESULTS
During the surgical procedure all the tissues were 
evaluated regarding coloration, texture and consistence, and 
macroscopically it was not observed any relevant difference 
among the collected samples. 
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TABLE 3 - The relative area occupied by the muscle cells (%) 
and by the connective tissue (%) according to 
the studied groups 
 Muscle cells (%) Connective tissue  (%)
Group I 89.23±03.38a  11.77±02.98a
Group II 43.20±14.56b,d 57.80±29.96b,e
Group III 39.26±15.37c,d 61.74±31.87c,e
Values expressed through the mean±standard deviation; a,b,c they differ at 1% of 
significance (p≤0.01); d they do not differ at 5% of significance (p≥0.05); ethey 
do not differ at 5% of significance (p≥0.05)
DISCUSSION
The connective tissue is composed by three groups of 
extracellular proteins: the proteoglycans, the glycoproteins and 
the collagens. The proteoglycans have functions in regulating 
the structure and permeability of the tissue. The glycoproteins 
act in the cell-cell interactions. The collagens are the main 
responsible for the matrix structure and support of the connective 
tissue. Among vertebrates and invertebrates there are about 
28 known types of collagens, designated by Roman numbers 
(I - XXVIII), in chronological order of their discovery 22.  
The amount of collagen varies according to the tissue, 
and the collagen type I is present mainly in the structure of the 
tendons, ligaments and striated muscle fibers22.
Clinical and experimental trials that employ the morphologic 
techniques have been showing that different factors may 
compromise both the connective tissue as well as its support 
storage, promoting intense morphological and functional 
damage20,22. Therefore, morphological quantitative analysis of 
the collagenous tissues of the cremaster muscle are necessary 
and can particularly contribute for the comprehension of the 
effects of the tobacco, alcohol and the own diabetes in the 
occurrence of hernias in the inguinal region.  
The polarization microscopy has been traditionally 
employed as an important tool in the study of these fibrillary 
structures, among other functions. Schmidt (1924)31 was one of 
the first authors to apply the polarization microscopy in studies 
of biological structures and, since then, several researches 
emphasize the application of such technique with the aim 
of morphologically observe biological materials and obtain 
important responses about these structures24,28. 
The diabetes mellitus, besides the tobacco and the alcohol, 
can also be related with structural alterations in different tissues, 
indeed compromising their functions6,8,30. In this sense, some 
studies relate that patients with hernias in the abdomen wall 
also have diabetes, associated or not with the use of tobacco 
or alcohol. However, these are studies that only focus these 
elements as being risk factors for the occurrence of hernias, 
but do not explain which changes happen in the tissues12,16.
The muscle tissues, as other ones, present a support 
storage that is essential for the cellular homeostasis. At these 
storages there are the connective tissues that at normal 
conditions present themselves among the cells, thus structuring 
the organ´s construction, as well as providing subsidies for its 
maintenance12,21,22,26,33.
Smoking and alcohol consumption causes a lot of damage 
to humans, which predisposes users to different diseases; 
however, the literature does not yet holds background and data 
enough in order to confirm how the exposition to these agents 
can really be related to cells´ alterations at different tissues, fact 
which suggests that more studies need to be performed 8,27,30. 
The diabetes mellitus is also associated with structural 
alterations in different organs and tissues, indeed compromising 
its functions5,7. Some authors report that patients with hernia 
of the abdomen wall have diabetes at 8.4% of the cases and 
describe that 43% smoke and 7.4% are alcoholic. Furthermore, 
they relate that smokers have alterations in the metabolism of 
the inguinal tissues, thus contributing for a higher occurrence 
Biochemical analysis 
The analysis of the content of total proteins in the samples 
of the cremasteric tissue indicated that there was a relevant 
increase in the groups II and III when compared with group I, 
at significance level p<0,05 (Table 2).
TABLE 2 - The protein levels (mg/dl) among the studied groups 
Total proteins (mg/dl)
Group I (Control) 2.17±3.12a
Group II 9.58±5.78b,d
Group III 10.36±6.26c,d
Values expressed through the average±standard deviation; a ,b,c they differ at 1% of 
significance (p≤0.01); d they do not differ at 5% of significance (p≥0.05)
Microscopy of polarized light 
In the group I (control) a predominance of muscle cells 
was observed. However, in the groups II and III, it was noted a 
predominance of the area occupied by the connective tissue 
and a reduction of the area occupied by the muscle cells, 
observing a statistically significant difference (p< 0.05, Figure 
1 and Table 3).
FIGURE 1 - Photomicrography of the cremaster muscle in the 
patients of the groups I, II e III: A) in group I, it 
is observed in the Sirius Red coloration the area 
occupied by the connective tissue (C) and the 
black area occupied by the muscle cells (M); 
B) in the group II it is noted the area occupied 
by the connective tissue (C) and the black area 
occupied by the muscle cells (M); C) in group III it 
is observed the area occupied by the connective 
issue (C) and the black area occupied by the 
muscle cells (M) (Picrosirius Red - 300x).
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of such type of hernia3,5,13.
The occurrences of other diseases and their association 
with collagen variations have also been described in literature. 
Bonduki et al., studied 15 patients with infertility symptoms 
and related the collagen present in the uterine muscles with 
the tumors in the region2. Wang et al., studying patients with 
hepatic fibrosis, also observed that in the majority of the cases 
there are alterations in the fibrillary components of this organ34. 
On the other hand, Gudiene et al., evaluating the diameter of 
blood vessels, showed that the age of people may alter the 
tissue collagen15.
Although the patients included in this study had varying 
ages, they were all male, white and with a very similar body 
mass index. The results indicated, in patients considered healthy 
and with inguinal hernias, a larger area occupied by the muscle 
cells and a smaller one formed by the connective tissue. On 
the flip side, in individuals of the groups II and III, made up 
of smokers, drinkers or diabetic people, the majority of the 
cremaster muscle samples showed intense accumulation of 
connective tissue.
The quantification of the total proteins in these tissues, 
through the biochemical analysis, were similar to the results 
obtained in the polarized light microscopy, also showing a 
significant increase of these levels in the samples obtained 
in participants from groups II and III, who had a relation with 
smoking, alcoholism or diabetes. 
These results were considered homogeneous; therefore, 
the aggressive agents may promote an increase in the area 
occupied by collagenous storage and may thus alter the 
structure and function of the tissue. These findings confirm 
the relationship of the hernias with the damaging agents and 
are in the agreement with the literature. Wang et al. reported 
that the most intense changes in the collagen metabolism were 
found in the anterior sheath of the rectus abdominis muscle of 
patients with direct inguinal hernia, when compared to patients 
with indirect inguinal hernia or the ones in the control group, 
with no statistically significant difference. However, the authors 
did not mention the age of the patients nor any association 
with diabetes, alcoholism or tobacco33.
Fachinelli and Maciel Trindade, when studying patients 
with epigastric, umbilical and incisional hernias, discovered 
that the highest the hernias` incidence, the smaller amount of 
collagenous tissue the patients had in these areas11.
Gonçalves et al., analyzed samples of the transversalis fascia 
and the anterior sheath of the rectus abdominis muscle of 40 
men with inguinal hernia type II and IIIA of Nyhus, comparing 
them with 10 control fresh cadavers, with the same age, without 
hernia, using the immunohistochemistry studies of collagen I, 
collagen III and elastic fibers. The research concluded that the 
amount of fibrillar components of the extracellular matrix was 
not alterated in patients with and without inguinal hernia14. 
Henriksen et al., evaluated patients with three different 
types of hernias: unilateral inguinal hernia, multiple hernias 
(more than three types) and incisional hernias. Patients without 
hernias submitted to cholecystectomy served as a control 
group. The authors analyzed the collagen type I, III, IV and V 
and concluded that patients with hernias presented altered 
collagen metabolism, and that the study of the turnover of 
type IV collagen is able to predict the presence of inguinal and 
incisional hernias. Therefore, the regulation of the turnover of 
type IV collagen may be a crucial factor for the occurrence of 
hernias16. The same authors, in a recent systematic literature 
review published, analyzed a total of 55 original articles, evaluating 
connective tissue alterations in patients with abdominal wall 
hernias. They concluded that patients with inguinal and incisional 
hernias exhibit a decreased type I to III collagen ratio in fascia 
and skin biopsies with the most pronounced alterations found 
in patients with direct inguinal hernia and hernia recurrence 17.
Concluding, all these findings show the complexity that 
involves the formation of hernias and their relationship to the 
abdominal wall. It is important to highlight that this research 
it was not approached the severity of hernias injuries, nor 
was evaluated postoperative course of studied cases, being 
these issues possible aims of new researches. It is important 
to emphasize that the quantification of the tissue activity 
may contribute to the comprehension of the formation and 
incidence of the hernias, complementing the results obtained 
up until now.  
CONCLUSIONS
Tobacco and alcohol, together with diabetes mellitus, 
cause a re-modeling in the cremaster muscle, leading to a 
loss of support or structural alteration in this region, being 
able to intensify the occurrences and damages related to the 
inguinal hernias. 
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